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CaMK: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 
COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 
DMBA: 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene 
DNA-PK: DNA-dependent protein kinase 
EDTA: Ethylene Diamine-tetraAcetic Acid 
ERK: Extracellular Signal-regulated Kinase 
FBS: Fetal bovine serum 
GM-CSF: Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor 
GROGrowth regulated Oncogene  
IB: Inhibitor B 
IL: Interleukin 
MAPK: Mitogen-activated Protein Kinase 
MAPKK: Mitogen-activated Protein Kinase Kinase 
MAPKKK: Mitogen-activated Protein Kinase Kinase Kinase 
MEK: MAPK/ERK kinase 
MMP: Matrix metalloproteinase 
NF-B: Nuclear factor-B 
OA: Okadaic acid 
PCR: Polymerase chain reaction 
PP: Serine/threonine phosphatase  
PVDF: Poly vinylidene difluoride 
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism 
siRNA: Small interfering RNA 




TNF-: Tumor Necrosis Factor- 


























皮膚へ DMBA を塗布して 48 時間後の皮膚組織の観察を行った。その結果、表皮の
増殖と表皮から真皮にかけての炎症が見られ、それを裏付ける遺伝子発現 (c-jun, 
c-fos, IL-1, IL-6, GRO, GM-CSF, MMP-3)の亢進が認められた。また、Ppp6c の欠
損したマウスに発生したパピローマにおいて、腫瘍の増殖を強力に促進する遺伝子
発現 (GRO, cyclin D1)の上昇が見られた。 
2 段階発がんには TNF-の働きが必須であることが知られているため、マウスよ





これらの結果より、PP6 の機能欠損は DMBA により皮膚発がんを引き起こすこ























（protein tyrosine phosphatase; PTP）、セリン/スレオニン/チロシン残基特異的な二重
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特異性ホスファターゼ（dual specificity phosphatase; DSP）の 3 つに分類される (4)。
今回、注目したPP6は、PPファミリーの中のPP2Aサブファミリーに分類される (表
1)。さらに、PP2A、PP4 と高い相同性を持つことが知られており(5, 6)、触媒サブ
ユニットの Ppp6c、調節サブユニットの ARS (ankyrin-repeat subunit)と SAPS 




クポイント機能を有していること (8, 9)、分裂酵母のホモログである Ppe1 は正常
な染色体分離に必須であること (10, 11)が示されている。また、線虫のホモログで
ある PPH-6 遺伝子は、siRNA を用いたノックダウンの実験より、胚において適切




用いた実験では、PP6 が Mitogen-activated Protein Kinase Kinase Kinase (MAPKKK) 
の一つとして知られている Transforming growth factor –-activated kinase (TAK) 1 を
不活化していること (13)、tumor necrosis factor-TNF-刺激に応答した Inhibitor 
B (IBの分解を抑制していること (14)、DNA 依存性タンパク質リン酸化酵素 
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(DNA-dependent protein kinase: DNA-PK)を活性化し DNA 修復を開始させる反応に
関与していること (15-17)、Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase (CaMKII)ととも
に p27 の発現を調節してアポトーシスを制御していること (18)、E カドヘリン-カ
テニンとコンプレックスを形成し細胞接着に関わっていること (19)、が報告され
ている。このように PP6 が DNA 修復や炎症、アポトーシスといったがんの要因に
関連することが示唆されているが、これらの報告は主に培養細胞レベルでの siRNA
によるノックダウンの実験であり、マウスを対象とした実験は報告されておらず、















セン (7,12-dimetylbenz [a] anthracene; DMBA) を皮膚に単回塗布したのに続いて、 
プロテインキナーゼCを活性化させる働きを持つ 12-O-テトラデカノイルホルボー









性を示す PP として、PP2A、PP4、PP6 が知られているが、そのうちどの分子種が、
2 段階発がんのどのステップに、いかに関与しているのかの解明は全くなされてい
ない。 
近年、2 つの主要な研究により、B-raf または N-ras 変異を保有する悪性黒色腫患
者の約10 ％にPpp6cをコードする遺伝子に変異があることが報告された (26, 27) 。




キナ－ゼを活性化することを報告している (28)。これらは、つまり B-raf または
N-ras 変異の条件下で、Ppp6c 変異による機能消失が腫瘍形成に関わっており、
Ppp6c ががん抑制遺伝子として働いている可能性を示唆している。一方、Catalogue 
























ゲティングベクターを作製した (図 1)。次いで定法に従い、ES 細胞における相同
組換え体の作製、キメラマウスの作製を経て、Ppp6cの floxアレルを持つPpp6cflox/flox
マウス (Acc. No. CDB0850K、C57BL/6 と CBA の雑種)を作製した。Ppp6c 遺伝子
欠損アレルをヘテロにもつマウス (Ppp6c+/-）の作製は、Ppp6cflox/+マウスと CAG-Cre 
Tg マウス (理研)の掛け合わせにより行った。Ppp6c 遺伝子欠損マウスのフェノタ
イプを調べるために、ヘテロマウス (Ppp6c+/-）同士の掛け合わせを行った。生ま
れたマウスは、野生型 : ヘテロ：ホモが 1 : 2: 0 であり、Ppp6c 欠損マウスは胎生
致死であった (投稿準備中)。そのため、K14-CreERtam トランスジェニックマウス 
(CD1 種)を Jackson Laboratory から購入し、C57BL/6 マウスと 4 世代交配を行った
















DMBA および TPA は Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA)から購入した。OA は、
菅沼雅美博士 (埼玉県立がんセンター)より供与されたものを使用した。マウス
TNF-は、Sigma Chemical より購入した。4-ヒドロキシタモキシフェン (4HT)は、
Tront Research Chemicals (North York, Canada)より購入した。 
 




flox/floxマウスに、400 g の 4HT を溶解した 100 l のアセトン
を 2.5cm×3.5cm の範囲に対し 5 日間にわたり塗布した 4HT (+)群の皮膚と、アセト
ン 100 l のみ 5 日間塗布した 4HT (-)群 の皮膚をサンプルとして、皮膚組織中にお
ける Ppp6c の exon4 欠損の確認を行った。マウス皮膚より抽出したゲノム DNA を
テンプレートとして、プライマーa; 5’- TATCACGAGGCCCTTTCG-3’, プライマー
b; 5’- TAGTGAACCTCTTCGAGG -3 を用いて PCR を行った (図 1A)。この時、Ppp6c
の flox アレルと、exon4 欠損アレルから得られる PCR 産物の予想される長さは、
それぞれ 796 bp と 275 bp である。 
腫瘍組織中の exon4 欠損 Ppp6c の mRNA の同定は、精製した cDNA をテンプレ
ートとして、プライマーc; 5’-TGGATCTGGACAAGTATGTG-3’、 プライマーd; 5’
-CAAGTGTCCACATCTTCAGG-3’を用いた PCR で行った。この時、予想される野
生型 Ppp6c-mRNA と、exon4 欠損 Ppp6c-mRNA 由来の RT-PCR 産物の長さは 604 bp
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と 462 bp である。 
 
4-4. 皮膚発がん実験 
6～7 週齢の K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox マウスの皮膚 (2.5cm×3.5cm)に 400g の
4HT を溶解した 100l のアセトンを、5 日間連続して塗布した群を 4HT (+)とした。
一方、アセトン 100l のみを 5 日間塗布した群を 4HT (-)とした。その 2 日後に、
イニシエーターとして 100g の DMBA を溶解したアセトン 100l をマウスの皮膚 
(2.5cm×3.5cm)に塗布した。 (図 3A)。 
二段階発がん実験 (DMBA/TPA, DMBA/OA)では、DMBA によるイニシエーショ
ンより 1 週間経過したのちに、1g の TPA または 5g の OA を溶解したアセトン
100l を、マウスの皮膚 (2.5cm×3.5cm)に週 2 回ずつ塗布し、これを 20 週にわた
り行った (図 2A)。週に 1 回ずつ皮膚の観察を行い、直径 1mm 以上の腫瘍をカウ
ントした。この時、腫瘍発生率は Kaplan-Meyer 法を用い、実験の初期の段階で腫
瘍の発現の度合が異なるか判断するために、有意差検定には Gehan-Breslow- 
Wilcoxon test を用いて統計的に比較検討した。実験終了時に、直径 2mm 以上の腫
瘍 (n=28)に関しては、病理組織学的解析を行い、組織を直径 5mm 以上となった腫
瘍に関しては、RNA を抽出し解析を行った (DMBA, DMBA/TPA, DMBA/OA それ
ぞれ n=3)。なお、剃毛による物理的侵襲の影響を除外するために、剃毛はサンプ






包埋し、ヘマトキシリン‐エオジン (HE)染色を行った。観察にはオリンパス BX53 
(Tokyo, Japan)の顕微鏡を用いた。 
 
4-6. RNA 抽出と定量的 RT-PCR 
皮膚および腫瘍の total RNA は RNeasy mini kit (Qiagen)で抽出し、ランダムプラ
イマーと SuperScriptⅢ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて逆転写反応を行っ
た。定量的 real-time PCR は、Universal library and probe master kit (Roche Diagnostics, , 
Basel, Switzerland)を用い、Light Cycler 480 Master Mix (Roche)で測定した。本研究で
は、皮膚内の c-jun、c-fos、TNF-、IL-1、IL-6、GM-CSF、GRO、MMP-3 の mRNA
量を測定した。各サンプルにおいて、各遺伝子 mRNA の発現量は、-actin mRNA
発現量に対する比として示した。DMBA を投与する前の各遺伝子 mRNA 発現量を、
1 arbitrary unit として、6、24、48 時間後の mRNA 量の変化を検討した。 
同様に、腫瘍内における cyclin D1、GROの mRNA 量の測定を行った。この時、
腫瘍内の-actin の mRNA 量が異常に亢進していたため、18S ribosomal RNA の RNA







unit として、腫瘍中の mRNA 発現量を検討した。また、統計学的解析には、有意
水準 5%で片側検定の t 検定を用いて行った。 
使用したプローブ番号とプライマーの配列は表 2 に記載する。 

4-7. H-ras 変異の解析 
H-ras のコドン 61 番の遺伝子変異 (CAA→CTA)解析は、鈴木ら (29)による
PCR-RFLP の方法に基づき行った。腫瘍サンプルから精製した cDNA をテンプレー
トとし、プライマーは Forward; 5’- CCGGAAACAGGTGGTCATTG-3’、 Reverse; 5’- 
AGGAAGCCCTCCCCTGTGCG-3’ を用いて PCR を行った。その後、増幅された変
異部位を含む H-ras に対し、TCTAGA の配列を認識する制限酵素である Xba I を使
用し、37℃で 1 時間インキュベートした。正常な exon2 のコドン 61 番は CAA の配
列であるため切断されない (119 bp)が、CTA の配列をもつ遺伝子変異体のみ、Xba 
I によって特異的切断される (63/56 bp)。その後、3％アガロースゲル上で電気泳動






flox/floxマウスに対して、生後 0 日目、1 日目、2 日目に、400g
の 4HT を溶解したアセトン 100l を皮膚全体に塗布した群（HT+）、およびアセト
ン 100l のみを塗布した群(HT−)を準備し、それぞれより、生後 3 日目にケラチノ
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サイトを Lichti ら (30)の方法に準拠し、単離精製した。具体的には、マウスをイソ
ジン、70％ EtOH、rinse solution [ペニシリン G (明治製菓)入りの PBS (Final Conc: 
100U/L) ]で洗い、マウスの皮膚を切り出し後、剥いだ皮膚を再び Rinse solution で
洗った。続いて dispase 溶液に入れ、4℃で一晩インキュベートした。翌日、表皮と
真皮に分け、表皮をトリプシンに浸し、37℃で 10 分間揺らした。10％ FBS/PBS
で懸濁し、セルストレーナー (70μm)を用いてろ過した。1000 rpm で 3 分間遠心し、
沈殿しているケラチノサイトに CnT-07 Epidermal Keratinocyte Medium (CELLnTEC, 
Bern, Switzerland)10mL を加えて懸濁した。4×105 cell/mL になるように希釈し、コ
ラーゲンコートされたプレートに細胞をまき培養した。この時、目視にて、ケラチ
ノサイト特有の敷石状の細胞形態を確認し培養を行っている。その後の全ての in 
vitro 実験は、最初の培養開始後 4 から 6 日の間に完了させた。 
 
4-9. ウエスタンブロッティング  
細胞は PBS で洗浄し、氷冷した細胞溶解 buffer [RIPA buffer(50 mM Tris-Hcl, 150 
mM Nacl, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS, 1 % Triton-X100, 10 % Glycerol), 0.1 % DOC、
PhosSTOP (Roche Diagnosis), 10 g / ml leupeptin、10 g / ml aprotinin]で回収し、氷冷
した超音波破砕で溶解した。遠心分離 (13,000rpm、4℃、5 分間)後、その上清を細
胞抽出液とした。Mini-Protein TGXTM Gel (BIO-RAD)を 用いた SDS-PAGE によりタ
ンパク質を分離した後、PVDF フィルター (BIO-RAD)に転写した。抗 PPp6c 抗体
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は、Lifespan biosciences 社より購入した N 末端残基を抗原としたウサギポリクロー
ナル抗体 (LS-B624)と、我々の研究室で C 末端側 16 アミノ酸残基を抗原として作
製したウサギポリクロ－ナル抗体を使用した。抗 p65/relA 抗体 (cell Signaling、
#8242)、抗リン酸化 p65/relA抗体 (cell Signaling、#3033)、抗 IB抗体 (cell Signaling、
#4814)、抗 IB抗体 (Santa Cruz、#sc-7156)、抗-actin 抗体 (Sigma, #A5441)を使用










た。すでに作製済みであった Ppp6cflox/flox マウス（Ppp6c のホスファターゼ活性に
必須なアミノ酸をコードする exon4 が loxP 部位に挟み込まれている）と
K14-CreER
tamを掛け合わせて、K14-CreERtam; Ppp6cflox/floxマウスを作製した (図1A)。
この K14-CreERtam システム (31)では、K14 でその発現がドライブされている
CreER
tam
 は、4HT 投与により核へ移動し活性化され、loxP に挟み込まれた部位を
欠損させることが可能となっている(図 1A)。 
本システムにより、実際に Ppp6c の exon4 を欠損させることができるか確認する
ため、4HT を皮膚に塗布し、K14 発現ケラチノサイトにおける Ppp6c の exon4 欠損
状況を調べた。K14-CreERtam; Ppp6cflox/floxマウスに、4HT を投与した群 4HT (+)と投
与しない群 4HT (-)に分けて、それぞれよりケラチノサイトを精製した。各ケラチ
ノサイトより抽出したゲノム DNA をテンプレートとして、プライマーa、b (図１
A)を用いて PCR 法により増幅した (図 1B)。4HT (-)のケラチノサイトでは、flox ア
レルを示す 796bp の PCR 産物のバンドが見られた (図 1B、レーン 1)。その一方で、
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4HT (+)のケラチノサイトでは、796bp のバンドと exon4 が欠損していることを示す
275bp のバンドが得られた (図 1B、レーン 2)。続いて、欠損効率を確認するために、
Ppp6c
+/-マウスおよび Ppp6cflox/+マウスの尾より抽出したゲノム DNA を各割合で混
合したものと比較した (図 1B、レーン 3-8)。その結果、4HT (+)のケラチノサイト(図
1B、レーン 2)は、Cre による部位特異的な組み換えがみられ、DNA レベルで、約
70％の exon4 の欠損が見られた。 
続いて、ウェスタンブロッティングにて、Ppp6c タンパク発現の確認を行った。
Ppp6c の N 末端、C 末端を抗原としたそれぞれの抗体において、4HT を処理したケ
ラチノサイトは、未処理のケラチノサイトに比べて、バンドの強度が減弱している




から 7 週齢の K14-CreERtam; Ppp6cflox/floxマウスの皮膚に対して、図 2A に示すよう
なスケジュールで、4HT による前処置、DMBA、TPA の投与を行った。コントロ
ールマウス 4HT (-)では、15 週後にパピローマの形成が認められた。その一方で、
4HT の塗布により、Ppp6c の exon4 が欠損しているマウス 4HT (+)においては、5




なかった (p=0.23)。また、最終的な腫瘍の数には大きな変化はなかった。 (図 2B、
下段)。次に、この早期のパピローマ形成が、TPA 特異的に起こったのかどうかを
検討するために、プロモーターとして OA を用いて同様の実験を行った (図 2C)。
その結果、Ppp6c の機能が欠損しているマウス 4HT (+) では、コントロールマウス 
4HT (-) に比べ、有意に早期のパピローマ形成が認められた (p=0.030)。 
 
5-3. DMBA 単剤による腫瘍形成 
そこで、化学的な腫瘍プロモーターを使用しない場合の、PP6 機能欠損皮膚にお
ける、DMBA の影響を検討した。4HT 処理をしたマウス 4HT (+)と、コントロー
ルマウス 4HT (-)の背中に DMBA を塗布し、20 週にわたり観察を行った (図 3A)。
コントロールマウス 4HT (-)では、20 週の間には腫瘍の形成は認められなかった。
しかしながら、Ppp6c 機能欠損マウス 4HT (+)では 5 週目から腫瘍発生が認められ
た (図 3B) (p=0.009)。また、腫瘍の発生頻度は、DMBA/TPA や DMBA/OA 発がん
実験と同様であった (図 2B、C)。 
 
5-4. パピローマの組織型 
発がん実験に用いたマウスを DMBA 塗布 20 週後で安楽死させ、腫瘍を組織学的
に解析した。DMBA 単独投与により発生した腫瘍の代表的なものに関して肉眼写
真と顕微鏡写真をそれぞれ 図 3C、D に示す。この腫瘍は、hyperkeratotic papilloma
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の組織型であった。今回、組織型を検討した腫瘍は、5 つの組織型（early follicular 
papilloma、mixed papilloma、 fibropapilloma、 exophytic papilloma、 hyperkeratotic 




DMBA (図 3B)、DMBA/TPA (図 2B)、DMBA/OA(図 2C)より得られた腫瘍に関し
て遺伝子解析を行った。腫瘍で発現している Ppp6c の mRNA に exon4 の欠失型の
存在が確認された。これは、ゲノムの欠損しているケラチノサイトが腫瘍化したた
めと考えられる(図 5A)。次に、DMBA 投与により誘導される H-ras のコドン 61 番
における CAA (グルタミン)から CTA (ロイシン)への遺伝子変異を確認した。この
H-ras の変異は、DMBA 群、DMBA/TPA 群、DMBA/OA 群の腫瘍サンプルから確





なっていた (DMBA: p=0.036)。さらに、細胞増殖のマーカーの一つである cyclin D1 
(36)もまた、正常な皮膚に比べて高値となっていた (DMBA+TPA: p=0.018, 
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DMBA+OA: p=0.029)  (図 5C)。 
 
5-6. Ppp6c 機能欠損皮膚における増殖性変化および炎症性変化の検討 
 Ppp6c 機能欠損皮膚中における DMBA の影響をより詳細に検討するために、
DMBA 塗布後の組織学的な観察を行った (図 6)。DMBA 投与 48 時間後、Ppp6c の
機能が欠損した皮膚では、①表皮の肥厚、②真皮への細胞浸潤、③皮下組織への細
胞浸潤が見られ、増殖性所見と炎症性の所見が認められた。 
 Ppp6c 機能欠損が、DMBA に起因する増殖や炎症とどのように関わっているの
か検討するため、皮膚組織中の増殖および炎症と関連する遺伝子について検討を行
った。Immediate early gene であり、AP-1 を構成する c-jun、は、Ppp6c 機能欠損皮
膚 4HT (+)中でコントロールの皮膚 4HT (-)よりも BMBA 塗布 6、24 時間後の発現
が有意に高値となっていた (それぞれ p=0.021, p=0.019)。同様に AP-1 を構成して
いる c-fos では、4HT (+)の皮膚の方が 4HT (-)の皮膚に比べて、発現が上昇している
傾向が見られたが、有意な差は認められなかった。 DMBA/TPA による発がんに必
須なサイトカインである TNF-α遺伝子発現量は、DMBA 処理により、Ppp6c 機能
欠損皮膚 4HT (+)およびコントロールの皮膚 4HT (-)の両方で、6 時間および 24 時
間で上昇が認められた。しかし、両者の間で著明な差は見られなかった。一方で、
IL-1βは、DMBA 塗布後 24 時間後から 48 時間後において、有意差は認められなか
ったものの Ppp6c 機能欠損した皮膚 4HT (+)で、mRNA 発現量が高値なっている傾
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向が認められた。IL-6 では、48 時間後の mRNA の発現レベルは、TAM (+)の皮膚
の方が有意に高値となっていた (p=0.045)。GM-CSF、GROαといった炎症に関連
する遺伝子も、塗布後 48 時間後の時点で Ppp6c 機能欠損した皮膚 4HT (+)におい
て、有意な mRNA の発現上昇が認められた (それぞれ p=0.041, p=0.015)。 また、
炎症関連遺伝子である MMP-3 は、48 時間後の時点では p=0.079 と有意な発現レベ
ルの上昇は認められなかったものの、24 時間後の時点では、4HT (+)の皮膚におい
て、mRNA の発現レベルが有意に上昇していた (p=0.006) (図 7)。 
 





め、Ppp6c 機能欠損ケラチノサイト 4HT (+) とコントロ－ルケラチノサイト 4HT 
(-)を用いて、TNF- (250ng/ml)投与後のタイムコースについてウェスタンブロッテ
ィングを用いて検討した (図 8)。まず、TAK1 リン酸化レベルへの影響を解析した










 最後に、NF-B の活性化を p65/relA のリン酸化を指標として解析した。コント
ロールの TAM (-)ケラチノサイトでは、5 分から 15 分後にかけてリン酸化が増加し












置、DMBA、TPA の投与を行ったところ、コントロールマウス 4HT (-)では、約 15
週後にパピローマの形成が認められ、過去に C57BL/6 マウスの二段階発がん実験
で報告されている結果とほぼ同様であった (21)。その一方で、4HT の塗布により、
Ppp6c の exon4 が欠損しているマウス 4HT (+)においては、5 週目からパピローマ
の形成が認められ、早い段階から腫瘍が形成される傾向が認められた。しかし、腫






には、10 倍量の DMBA を必要としており、Ppp6c 欠損皮膚が、DMBA 誘発腫瘍に
28 
 
非常に高感受性を持つことが示された。さらに、4HT (-)マウスでは、TPA や OA の
プロモーション作用によるパピローマ発生が 15~16 週であったのに対し(図 2)、
Ppp6c を欠損させたマウスでは、DMBA の投与のみで 5 週後にパピローマの形成が






ろ、exon4 欠損アレル由来と考えられる欠損 Ppp6c-mRNA (図 5A)と H-ras のコドン
61 番の遺伝子変異が認められた (図 5B)。これらの結果は、このパピローマは、
Ppp6c の機能が欠損しているケラチノサイトにおいて、DMBA よる H-ras のコドン
61 番の遺伝子変異が起こり、この二つの条件により増殖優位性を得て腫瘍形成に
なったと考えられる。Hodis ら (27)は、悪性黒色腫の全 exon シークエンスの結果




















これらの所見により、DMBA によって H-ras に変異をもったケラチノサイトが、
PP6 の活性が消失している環境下で、周囲のケラチノサイト（H-ras 変異を持つが






告されている (39, 40)。本研究では DMBA 処理 48 時間後の Ppp6c の機能欠損皮膚
において、炎症や細胞増殖の所見が見られ(図 6)、大きく３つのグループに分類さ
れる炎症・増殖関連遺伝子の発現が、Ppp6c 機能欠損組織において、コントロール
より上昇する傾向にあることがわかった(図 7)。まず第 1 に、前炎症性サイトカイ




従って、Ppp6c の機能が欠損している皮膚において、IL-1 、IL-6 の発現が上昇し、
著しい炎症が起きることでプロモーションを促進するということが、早期パピロー
マ発生の原因の一つと考えられる。2 番目は GM-CSF、GRO、MMP-3 のような炎
症関連遺伝子である。これらの発現も上昇していた (図 7)。白血球の成長と生存を
促す GM-CSF と、細胞浸潤を活性化させる働きを持つ MMP-3 による炎症性微小環
境の構築も、早期のパピローマ形成に寄与したと考えられる。3 番目は、Immediate 
early geneとして知られる c-junと c-fosである。Ppp6c機能欠損皮膚において、DMBA
処理後 6 時間後で、c-jun と c-fos の mRNA の発現が上昇した。c-jun と c-fos は、







イト対する TNF-の影響を確認した。正常および Ppp6c 機能欠損ケラチノサイト





いと考える。例えば、細胞の生存シグナルの一つとして、NF-B は、cyclin D1 の
発現を上昇させることで細胞増殖を促進させることが報告されている (48, 49)。本
研究では、パピローマ中の cyclin D1 の発現が上昇していたことから (図 5C)、この
遺伝子発現の上昇が、パピローマ形成促進の一因と考える。 
また、図 7 のウェスタンブロッティングの結果では、TAK1 のリン酸化は、4HT (-)
のケラチノサイトに比べ、4HT (+)のケラチノサイトの方がよりバンドの強度が強
かった。これまで、ヒトの細胞株を用いた実験により、PP6 は TAK1 を不活化して















TAK1 やの制御だけでなく p65/relA に対しても直接制御している可能性が示唆
された。










検討が必要である。また、少なくとも、Ppp6c が MAPKKK の一つである TAK1 を
制御する結果が得られたが、他の MAPKKK に対してどのように影響するのか未解
決のままである。本研究では、Ppp6c 欠損し H-ras の変異が出現している皮膚での
腫瘍形成が認められたが、ras の下流の MAPKKK である Raf、MAPKK である MEK、
MAPK である ERK にどのように働いているのかは不明である。現在、掛け合わせ
ている Ppp6c のコンディショナルノックアウトマウスと K-ras の解析により、Ras
における Ppp6c の欠損の意義がより明らかになることが期待される。一方、これま




 これらの結果より、Ppp6c の機能が欠損しているマウスの皮膚では、DMBA イニ
シエーションによる、発がん感受性が高いことが示唆された。本研究は、Ppp6c の
機能欠損が、マウスにおいて腫瘍プロモーターとして働くことを初めて明らかにし
た研究である。この発見は、B-raf や N-ras の遺伝子変異により生じる悪性黒色腫
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図 1.  K14-CreERtam, Ppp6cflox/floxマウスへの 4HT 投与は、CreERtamタンパクの活性
化を経て、ケラチノサイトにおける Ppp6c exon4 の欠損を誘導する 
(A) Ppp6c ゲノムの構造 
WT allele: マウス Ppp6c ゲノム 
.・Targeting vector: exon4 を囲むように loxp 配列を挿入した。ポジティブセレ
クション用に Neo 遺伝子を挿入した。ゲノム DNA PCR で exon4 欠損の確認
に用いたプライマーは、a と b である。 
・floxed Ppp6c allele: ES 細胞に Targeting vector をトランスフェクションし、相
同組換えをおこして得られたアレル。RT-PCR に用いて exon4 欠損の有無を
解析するために用いたプライマーは、c と d である。 
・Exon4Δ allele: CreERtamの発現ケラチノサイトにおいて、4HT 投与により活性
化された CreERtamは、loxp サイトでリコンビネーションをおこし、exon4 を
欠失させる。 
 
(B) ゲノム DNA PCR 法による、Exon4floxallele の exon4 欠損の確認 
プライマーa および b を用い、ケラチノサイトまたはマウスの尾由来のゲノム
DNA を用いて PCR を行った。lane 1: 4HT 無処理のマウス（K14-CreERtam, 
Ppp6c
flox/flox）から得られたケラチノサイト 4HT (-)。 lane 2: 4HT 投与のマウス
（K14-CreERtam, Ppp6cflox/flox）から得られたケラチノサイト 4HT (+)。Lane 3-8: 
Ppp6c
+/-の尾由来のゲノム DNA と Ppp6cflox/-尾由来のゲノム DNA を混ぜたもの
（表示%は、Ppp6c+/-の尾由来のゲノム DNA の割合）。flox アレル由来、欠損ア
レル由来の PCR フラグメントの長さは、それぞれ 796bp、275bp である。Lane3-8








を比較した。4HT(-)ケラチノサイトにおける Ppp6c タンパク量は、4HT(+)の 24％
と計算された。 
 
図 2.  マウス皮膚二段階発がん実験において、Ppp6c の機能欠損は腫瘍発生の促進
に働く 
(A) 二段階発がん実験スケジュール 
4HT の前処置を行った群 4HT (+)と行わなかった群 4HT (-)の K14-CreERtam; 
Ppp6c
flox/floxマウスに対して、DMBA (100g/100l アセトン)をイニシエーターとし
て用い、TPA (1g/100l アセトン)または OA (5g/100l アセトン)をプロモーター
として使用したときの二段階発がん実験のスケジュールを示す。 
 
(B) DMBA/TPA 二段階発がん実験による腫瘍形成 
4HT (+)マウス (n=8)、4HT (-)マウス (n=6)に対して、DMBA と TPA を用いて、
二段階発がん実験を行った。上段はパピローマの発生したマウスの割合 (%)を示
し、下段は 1 匹あたりの平均パピローマ数を示す。 
 
(C)DMBA/OA 二段階発がん実験による腫瘍形成 
 4HT (+)マウス (n=11)、4HT (-)マウス (n=7)に対して、DMBA と OA を用いて、
二段階発がん実験を行った。上段はパピローマの発生したマウスの割合(%)を示
し、下段は 1 匹あたりの平均パピローマ数を示す。 
 
図 3.  Ppp6c の機能欠損は DMBA 皮膚発がんに高感受性となる 
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(A) DMBA 単剤による発がん実験スケジュール 




(B) DMBA による腫瘍形成 




(C) DMBA 誘発パピローマの肉眼的観察 
DMBA 投与から 20 週経過した時点での代表的なパピローマを示している。 
 
(D) DMBA 誘発パピローマの HE 染色 
上記(C)の腫瘍に対し HE 染色を行った結果を示している。対物レンズは 4 倍で観
察し、スケールバーは 500m を示している。 
 
図 4.  Ppp6c 機能欠損マウスに発生した DMBA 誘発パピローマの組織型 
4HT を塗布した K14-CreERtam; Ppp6cflox/floxマウスより生じたパピローマを示して
いる。それぞれ、(A) early follicular papilloma 、(B) mixed papilloma 、(C) 
fibropapilloma、(D) exophytic papilloma、 (E) hyperkeratotic papilloma の組織型に分
類される代表的なものを示している。(A)に関しては 10倍の対物レンズを使用し、
スケールバーは 200m を示す。(B)から(E)に関しては、4 倍の対物レンズで観察
し、スケールバーは 500m を示す。 





図 5.  Ppp6c 機能欠損マウスに発生した DMBA 誘発パピローマにおけるがん関連遺
伝子の発現 
 (A) 4HT (+)腫瘍における Ppp6c 組換え 
DMBA (図 2B)、DMBA/TPA (図 2B)、DMBA/OA (図 3B)の腫瘍 (K14-CreERtam, 
Ppp6c
flox/flox
)由来の cDNA を用いて、プライマーc と d を用いて PCR を行った。
野生型PP6mRNA由来、exon4欠損PP6mRNA由来のPCRフラグメントの長さは、
それぞれ 604bp、462bp である。 
 
(B) PCR-RFLP による H-ras コドン 61 遺伝子変異の同定 
A に用いたのと同じ cDNA サンプルを用いて、H-ras exon2 を PCR で増幅し、つ
いで Xba I 処理を行った。野生型 CAA をもつ exon2 からは、119 bp フラグメント
が得られ、変異型 CTA をもつ exon2 からは、63/46 bp フラグメントが得られる。 
 
(C) 腫瘍中のがん関連遺伝子発現 
5 匹の K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox マウスより得られた正常な皮膚をコントロール
とした。結果は 18S リボソーム RNA で、mRNA 量の標準化を行い、正常な皮膚
を 1 とした時の遺伝子発現量の比を示している。腫瘍の値は、3 個の平均値±SE
を示している (*p<0.05) 。 
 
図 6.  Ppp6c の機能欠損は、DMBA による皮膚の炎症を促進させる 
DMBA 塗布後 48 時間後の皮膚変化 
6 週齢の 4HT (+)、4HT (-)マウスへ DMBA を塗布し、DMBA 塗布前の皮膚と塗布
後 48 時間後の皮膚の HE 染色を行った。対物レンズは 10 倍で観察し、スケール
バーは 200m を示す。 
 
図 7.  Ppp6c の機能欠損は、DMBA 投与による増殖および炎症関連遺伝子の発現
を上昇させる 
6 週齢の K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox マウスに対して、Fig.3A に示すように、4HT
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の前処置をした群 4HT (+)としない群 4HT (-)を準備し、それらに DMBA 塗布を
行った。DMBA 塗布前の遺伝子発現量を 1 とし、DMBA 塗布後、6、24、48 時
間後の時点で皮膚を回収し、各時点における表示した遺伝子 mRNA の発現を定
量的 PCR で測定した。各遺伝子の発現量は、-actin の mRNA 量で補正し、DMBA
処理前の発現量を１として示す。データは、4 匹のマウスを用いた実験の平均値
±SE で示す (*p<0.05) 。 
 
図 8.  Ppp6c 機能欠損ケラチノサイトにおいて、TNF-誘導による NF-B 活性化
が亢進する。 
4HT (-)または 4HT (+)のケラチノサイトに対して、250ng/ml の TNF-刺激を表示
した時間行った。用いた抗体は、抗リン酸化 TAK1 抗体、抗 IB抗体、抗 IB
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c-jun #7 5’-TATTTTGGGGAGCATTTGGA-3’ 5’-GAGATTTGCAAAAGTTCGCTCT-3’ 
c-fos #76 5’-GGGGCAAAGTAGAGCAGCTA-3’ 5’-AGCTCCCTCCTCCGATTC-3’ 
TNFα #49 5’-TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG-3’ 5’-GGTCTGGGCCATAGAACTGA-3’ 
IL-1β #26 5’-TTGACGGACCCCAAAAGAT-3’ 5’-TTTGAAGCTGGATGCTCTCAT-3’ 
IL-6 #6 5’-GATGGATGCTACCAAACTGGA-3’ 5’-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3’ 
GM-CSF #79 5’-GCATGTAGAGGCCATCAAAGA-3’ 5’-CGGGTCTGCACACATGTTA-3’ 
GROα #83 5’-ACACTCCAACACAGCACCAT-3’ 5’-TGACAGCGCAGCTCATTG-3’ 
MMP-3 #7 5’-TTGTTCTTTGATGCAGTCAGC-3’ 5’-GATTTGCGCCAAAAGTGC-3’ 
cyclin D1 #72 5’-TTTCTTTCCAGAGTCATCAAGTGT-3’ 5’-TGACTCCAGAAGGGCTTCAA-3’ 
β-actin #64 5’-CTAAGGCAACCGTGAAAAG-3’ 5’-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’ 
*18S #48 5’-GCAATTATTCCCCATGAACG-3’ 5’-GGGACTTAATCAACGCAAGC-3’ 
表2. RT-PCRに用いたプローブ番号とプライマー配列  
  
*18S; 18S rebosomal RNA 
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